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A hemoglobina plasmática (pHb) liberada da hemólise intravascular (HI) e seu componente 
heme contribuem significativamente para a ativação anormal do endotélio, vaso-oclusão, e a 
inflamação em pacientes com Anemia Falciforme (AF). Porém, o papel da HI na 
fisiopatologia dessa doença ainda não está totalmente esclarecido. O objetivo do presente 
trabalho foi avaliar a relação entre marcadores de HI [pHb, lactato desidrogenase (LDH), 
haptoglobina (Hp) e hemopexina (Hpx)], de inflamação [proteína C-reativa (PCR), 
interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral α (TNFα) e molécula de adesão celular 
vascular-1 (sVCAM-1)] e de hipercoagulabilidade [dímeros-D, fibrinogênio e antígeno do 
Fator de Von Willebrand (FvW:Ag)] em 60 pacientes adultos com AF acompanhados no 
Hemocentro de Pernambuco, região Nordeste do Brasil, subdivididos em pacientes sem uso 
de hidroxiureia (HbSS) (n=32) e pacientes em terapia com hidroxiureia (HbSS-HU) (n=28) e 
32 indivíduos saudáveis (controles, HbAA), afrodescendentes adultos, oriundos da mesma 
região geográfica do país. Os níveis de pHb, Hp, Hpx, IL-6, TNFα e sVCAM-1 foram 
mensurados por ELISA e as concentrações de LDH e PCR por colorimetria e 
imunonefelometria, respectivamente, e os níveis de dímeros-D e FvW:Ag foram determinados 
por imunoturbidimetria, enquanto a dosagem de fibrinogênio foi realizada por método 
turbidimétrico. Neste estudo, os níveis de Hp foram significativamente diferentes entre os três 
grupos comparados (HbSS<HbSS-HU<HbAA, p<0,0001), enquanto os níveis de Hpx 
apresentaram diferença entre pacientes (HbSS e HbSS-HU) e controles (pacientes<HbAA, 
p<0,0001). Os níveis de pHb e LDH foram menores em HbSS-HU (ppHb = 0,0004, pLDH = 
0,047). Com relação aos níveis de PCR, IL-6 e sVCAM, pacientes>HbAA, (p<0,001). Os 
níveis de dímero-D foram encontrados na seguinte ordem (HbSS>HbSS-HU>HbAA, 
p<0,0001), enquanto os níveis de fibrinogênio foram menores no grupo HbSS do que no 
controle (p<0,001). Além disso, os níveis de FvW:Ag foram significativamente maiores nos 
pacientes (pacientes>HbAA, p<0,0001). A respeito das relações entre marcadores de HI e 
inflamação, no grupo HbSS, encontrou-se uma forte correlação negativa entre os níveis de Hp 
e os de sVCAM (r = -0,743, p<0,0001), e também uma correlação negativa entre os níveis de 
Hpx e os de TNF-α, (r = -0,527, p=0,011). Enquanto no grupo HbSS-HU, os níveis de Hpx 
foram negativamente correlacionados com os de sVCAM (r = -0,481, p=0,010). Quanto às 
relações entre os marcadores de HI e de hipercoagulabilidade, no grupo HbSS, encontrou-se 
uma correlação negativa entre: os níveis de LDH e fibrinogênio (r = -0,356, p=0,049); níveis 
de pHb e fibrinogênio (r = -0,380, p=0,035), enquanto os níveis de Hpx foram positivamente 
 
 
correlacionados com os de fibrinogênio (r = 0,395, p=0,034) e contagem de plaquetas (r = 
0,483, p=0,008). Porem na coorte de HbSS-HU, os níveis de Hpx foram negativamente 
correlacionados com os de vWF: Ag (r = -0,442, p=0,021). Com base nos resultados obtidos, 
os marcadores de HI (Hp e Hpx) foram associados a inflamação na AF. Além disso, os 
marcadores HI foram associados à maior ativação da coagulação e consumo de fibrinogênio 
em pacientes sem uso de hidroxiureia. Por outro lado, a terapia com hidroxiureia está 
relacionada à redução da HI e do estado de hipercoagulabilidade, o que enaltece, uma vez 
mais, os benefícios que a hidroxiureia traz aos pacientes com AF. 
Palavras-chave: Anemia falciforme, hemólise intravascular, inflamação, 





Plasma hemoglobin (pHb) released from intravascular hemolysis (IH) and its heme 
component contribute significantly to the abnormal activation of the endothelium, vaso-
occlusion, and inflammation in patients with sickle cell Anemia (SCA). However, the role of 
IH in the pathophysiology of this disease is not yet fully understood. The aim of this study 
was to evaluate the relationship between IH markers [pHb, lactate dehydrogenase (LDH), 
Haptoglobin (Hp) and Hemopexin (Hpx)], inflammation [C-reactive protein (CRP), 
interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor α (TNFα) and molecule of Vascular cell adhesion-1 
(sVCAM-1)] and hypercoagulability [D-dimers, Fibrinogen, and Von Willebrand factor 
antigen (vWF: Ag)] in 60 adult patients with SCA on follow up at the Hemocentro, 
Pernambuco in the northeast region of Brazil. These SCA patients were subdivided into 
groups of patients not receiving hydroxyurea (HbSS) (n=32) and patients receiving 
hydroxyurea therapy (HbSS-HU) (n=28). Thirty-two (32) healthy patients of African-descent 
from the same geographical region of Brazil served as controls (controls, HbAA). The levels 
of pHb, Hp, Hpx, IL-6, TNFα and sVCAM-1 were quantified by ELISA and the levels of 
LDH and CRP were quantified by Colorimetry and Immunonephelometry, respectively, the 
level of D-dimers and vWF:Ag were determined by immunoturbidimetry, and the level of 
Fibrinogen was quantified by Turbidimetry. In this study, the Hp level was significantly lower 
in the HbSS than HbSS-HU and control groups (HbSS<HbSS-HU<HbAA, p<0.0001), while 
Hpx levels differed only between patients and controls (pacients<HbAA, p<0.0001). The 
levels of pHb and LDH were lower in HbSS-HU than HbSS group (ppHb= 0.0004, pLDH= 
0.047). CRP, IL-6 and sVCAM levels were higher in patients than in controls (P<0.001 each 
in case). D-dimer levels were higher in HbSS group than others (HbSS>HbSS-HU>HbAA, 
p<0.0001), while fibrinogen levels were lower in HbSS than in the controls (p<0.001). In 
addition, the levels of vWF:Ag were significantly higher in patients than in controls 
(p<0.0001). There was a strong negative correlation between the levels of Hp and sVCAM 
among the HbSS patients (r =-0.743, p<0.0001), and a negative correlation between Hpx and 
TNF-α levels (r =-0.527, p = 0.011). While in the HbSS-HU group, Hpx levels were 
negatively correlated with sVCAM levels (r = -0.481, p = 0.010). Regarding the relationship 
between the IH and hypercoagulability markers, in the HbSS group, a negative correlation 
was found between LDH and fibrinogen levels (r =-0.356, p = 0.049); levels of pHb and 
fibrinogen (r =-0.380, p = 0.035), while Hpx levels were positively correlated with those of 
fibrinogen (r = 0.395, p = 0,034) and platelet count (r = 0.483, p = 0.008). However, in the 
 
 
HbSS-HU group, Hpx levels were negatively correlated with vWF:Ag (r =-0.442, p = 0.021). 
Based on the results obtained, the IH markers (Hp and Hpx) were associated with 
inflammation in SCA. In addition, IH markers were associated with greater activation of 
coagulation and fibrinogen intake in patients without hydroxyurea. On the other hand, 
Hydroxyurea use is related to a reduction of IH and the state of hypercoagulability, 
reinforcing the benefits of the use of Hydroxyurea in SCA. 
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1. INTRODUÇÃO  
1.1. Hemoglobinopatias 
As hemoglobinas (Hb) humanas são tetrâmeros compostos por quatro cadeias 
polipeptídicas (globinas) - duas do tipo alfa -  ou  - e duas do tipo beta - , ,  ou  - cada 
uma delas associada a um grupo heme, que contém o átomo de ferro, no estado ferroso (Fe2+), 
na posição central; este é capaz de se ligar de modo reversível à molécula de oxigênio e, dessa 
forma, permitir à Hb exercer sua função primordial, que é o transporte desse gás dos alvéolos 
pulmonares para os tecidos periféricos (1, 2). 
Os genes responsáveis pela síntese das cadeias globínicas estão agrupados em dois 
clusters, localizados nos braços curtos dos cromossomos 16 (codifica as globinas do tipo α) e 
11 (codifica as globinas do tipo β) (1). Mutações nesses genes levam às hemoglobinopatias, 
que afetam cerca de 7% da população mundial (3). Parte significativa delas pode causar 
alteração na sequência primária de aminoácidos das cadeias globínicas (hemoglobinopatias 
estruturais) e, por vezes, resultar em doenças clinicamente importantes (1, 4). As alterações 
estruturais da Hb representam as formas mais comuns de anemia hemolítica hereditária (5). 
 
1.2. Anemia falciforme  
A HbS resulta de uma única substituição de base (GAG → GTG) no sétimo códon do 
gene que codifica a globina β [HBB: c.20A>T (p.Glu7Val)], levando à troca do aminoácido 
ácido glutâmico por valina na sexta posição (após a remoção da metionina inicial) da 
respectiva cadeia polipeptídica (1). A homozigose do gene HBB*S resulta em anemia 
falciforme (AF), a primeira "doença molecular" descrita (4, 6, 7). Associações da HbS com 
outras alterações estruturais ou de ritmo de síntese da Hb que ocasionem manifestações 
clínicas similares às da AF constituem as “Doenças Falciformes” (DF), como exemplos as 
hemoglobinopatias SC, SD e S-β talassemia. Os heterozigotos (AS) são geralmente 
assintomáticos (1, 3, 8). 
No Brasil, a região Nordeste apresenta a maior frequência do gene HBB*S, com cerca 
de 8% de heterozigotos entre os indivíduos de descendência africana (9). Trata-se de uma 
média, uma vez que em algumas populações, como a de Salvador-BA, a incidência de 




Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN, 2017), estima-se a existência de dois 
milhões de heterozigotos e mais de 50 mil homozigotos desse gene na população brasileira 
(11). 
 
1.3. Fisiopatologia da AF  
1.3.1. A hemólise e o processo vaso-oclusivo  
A AF é uma anemia hemolítica crônica grave cuja fisiopatologia está baseada na 
polimerização da HbS quando na forma desoxigenada, formando estruturas filamentosas que 
alteram a morfologia dos eritrócitos, de bicôncavos para falcizados. Estes, devido à menor 
deformabilidade e à tendência de aderir ao endotélio, levam à hemólise crônica e à vaso-
oclusão, observadas em graus variados, a depender dos genótipos dos indivíduos e de 
moduladores genéticos e ambientais da doença (12-14). A polimerização da HbS seguida 
falcização do eritrócito são favorecidas pelas condições de baixas tensões de oxigênio e 
podem ser revertidos quando níveis elevados de oxigênio são novamente atingidos. No 
entanto, falcizações sucessivas alteram permanentemente a estrutura da membrana do 
eritrócito, favorecendo a formação de células irreversivelmente falcizadas (4, 12, 13). A 
hemólise em pacientes com AF leva à destruição prematura de 10% do total de eritrócitos por 
dia e ocorre principalmente por via extravascular. Porém, aproximadamente 30% do total da 
hemólise ocorrem por via intravascular (15, 16) e pode ser ainda aumentada durante as crises 
vaso-oclusivas (17). A hemólise intravascular (HI) libera no plasma moléculas como Hb e 
dimetilarginina assimétrica e enzimas tais como lactato desidrogenase (LDH) e a arginase 1. 
A Hb liberada é responsável pelo sequestro do óxido nítrico (NO), a arginase 1 depleta a L-
arginina, substrato da NO sintase (eNOS) utilizado para a produção de NO; já a 
dimetilarginina assimétrica inibe a eNOS levando a redução da biodisponibilidade do NO (4, 
18) (Figura 1). Portanto, a redução do NO, gás vasodilatador que regula o tônus vascular, 
contribui para o fenômeno da vasoconstrição, retarda o fluxo sanguíneo, favorece o processo 
de falcização dos eritrócitos falciformes, aumenta a ativação plaquetária e a expressão das 
moléculas de adesão nos leucócitos e nas células endoteliais, comprometendo, assim, a 







Figura 1: Mecanismo fisiopatológico da anemia falciforme (adaptada de Steinberg, 2008). 
  
A HI por liberar o LDH e a Hb plasmática contribui significativamente para seus 
valores séricos. Assim, esses produtos da hemólise são considerados marcadores de HI (23).  
 
1.4. Marcadores de hemólise intravascular 
1.4.1. Hemoglobina plasmática  
Embora a isquemia e a lesão de reperfusão do tecido secundário até a vaso-oclusão 
sejam fatores claramente associados à fisiopatologia da AF, dados recentes sugerem que a 
hemólise crônica com a liberação de quantidades excessivas de mediadores, tais como a Hb 
livre, micropartículas e heme, que são conhecidos por serem prejudiciais ao endotélio e as 
células presentes no espaço vascular pode ser uma das principais causas da resposta 
inflamatória nesses pacientes. O excesso de "heme livre", proveniente da pHb, pode causar 
danos celulares e lesão tecidual, pois o mesmo catalisa a formação de espécies reativas de 
oxigênio (ROS), culminando em estresse oxidativo. As ROS danificam membranas lipídicas, 
as proteínas e os ácidos nucleicos, ativam as vias de sinalização celular e fatores de 
transcrição pró-inflamatórios sensíveis aos oxidantes, alteram a expressão proteica das 




recrutamento de leucócitos, plaquetas e hemácias para o endotélio vascular, na oxidação da 
lipoproteína de baixa densidade e no consumo de NO, o que prejudica a função vascular 
adequada (26) (Figura 2). 
 
Figura 2: Toxicidade do heme livre (adaptada de Chiabrando et al., 2014). 
 
Adicionalmente, foi sugerido que o heme livre pode ativar a resposta imune inata por 
ligação ao Toll-like Receptor 4 (TLR4) dos macrófagos (27-29). A sinalização de TLR4 
conduz à ativação de nuclear factor kappa B (NF-kB) e à transcrição de genes responsivos a 
NF-kB em células endoteliais, incluindo a molécula de adesão celular vascular 1 (VCAM-1) e 
a E-selectina, a P-selectina (nas plaquetas), as interleucinas IL-1, IL-6 e IL-8 e o Fator 





1.4.2. Lactato desidrogenase  
A LDH é uma das enzimas da via glicolítica que catalisa a conversão de piruvato em 
lactato com a conversão simultânea de NADH em NAD+. Esta enzima é encontrada em todos 
os tecidos. Existem cinco isoenzimas da LDH sérica numeradas de 1 a 5 de acordo com a 
mobilidade eletroforética. A distribuição dessas isoenzimas não é uniforme entre os tecidos 
(31). As isoenzimas LDH1 e LDH2 são encontrados principalmente em hemácias e músculo 
cardíaco; enquanto a isoenzima LDH3, é mais alto nos pulmões, a LDH4 é mais alta nos rins, 
na placenta e no pâncreas; e a LDH5 é mais alta no músculo esquelético e no fígado (32). 
Sendo assim, os níveis séricos de LDH, especialmente das isoenzimas LD1 e LD2, são usados 
como marcadores de hemólise intravascular e de severidade na AF (23). Porém, a 
determinação de rotina da LDH sérica inclui todas as suas isoenzimas. Os valores de LDH em 
pacientes com AF foram correlacionados com níveis mais altos de marcadores diretos de 
hemólise intravascular, pHb e micropartículas derivadas de hemácias (33). Kato et al., em 
2006, encontraram forte correlação entre os níveis altos de LDH e consumo de NO, aumento 
das taxas de úlcera, hipertensão pulmonar e priapismo entre pacientes com AF nos EUA (23) 
 
1.4.3. Haptoglobina e Hemopexina  
A característica inflamatória e tóxica da Hb e do heme livre resultam do maior 
consumo de NO produzido e consequente acúmulo de radicais hidroxilas e ROS nos vasos. 
Para evitar a toxicidade da Hb extracelular e do heme livre, o organismo desenvolveu linhas 
de defesa para eliminar estes metabólitos, entre elas a haptoglobina (Hp) e a hemopexina 
(Hpx), que se ligam respectivamente à Hb e ao heme, impedindo a circulação de suas formas 
livres nos vasos (34-36). A representação dos mecanismos de toxicidade da Hb e do heme 






Figura 3: Resumo esquemático dos principais mecanismos de toxicidade da Hb e do heme 
livre (adaptada de Schaer et al., 2013). 
 
1.5. Funções e estruturas da proteína Hp e seu papel na hemólise 
A Hp é uma glicoproteína plasmática sintetizada principalmente nos hepatócitos, cuja 
produção é induzida pela secreção de IL-6, IL-1 e TNF- (37, 38). Além de manter a Hb 
dentro de um ambiente antioxidante no plasma, a Hp desempenha papel essencial na 
depuração da Hb e na desintoxicação metabólica do heme. Pode, assim, evitar danos aos 
tecidos causados pela Hb livre e reduzir a perda de ferro em condições hemolíticas (39, 40). É 
um dos mais importantes indicadores de episódios hemolíticos intravasculares (40, 41). A Hp 
também inibe a síntese das prostaglandinas e, consequentemente, tem propriedades anti-
inflamatórias importantes (39, 42). A concentração sérica de Hp é influenciada pela idade e 
geralmente é mensurável a partir dos três meses após o nascimento, com um aumento gradual 
até os 20 anos de idade (33-213 mg/dL) (43). 
Quando ocorre hemólise intravascular, com a liberação da Hb contida nos eritrócitos, a 
Hp se liga à Hb livre, formando o complexo Hb-Hp. Subsequentemente, esse complexo é 
rapidamente removido da circulação, principalmente pelos hepatócitos e 




de um receptor da superfície celular (CD163) (44). Nos hepatócitos, porém, o receptor 
específico permanece ainda sem caracterização. O CD163 é exclusivamente expresso por 
células da linhagem monócito-macrófago, com níveis particularmente elevados de expressão 
em macrófagos do baço e em células de Kupffer do fígado (45, 46). A atividade da via de 
eliminação de Hp-Hb é modulada pelos processos inflamatórios em múltiplos níveis. A 
inflamação sistêmica, particularmente quando se trata da via efetora da IL-6, aumenta a 
expressão de Hp em células parenquimais e não-parenquimais do fígado. Tem sido descrito 
que a IL-6 também aumenta a expressão de CD163 nos macrófagos, o que sugere que o 
aumento da capacidade de sequestro e remoção de Hb são respostas adaptativas gerais para a 
infecção e lesão tecidual (47). Alguns mediadores inflamatórios, tais como endotoxinas e 
agonistas de receptores TLR ou o TNF-α, no entanto, provocam a perda do receptor CD163 
da superfície celular de monócitos e macrófagos (48, 49), o que bloqueia a remoção de 
complexos Hb-Hp pelos monócitos (50). 
Quando não está ligada à Hb, a Hp é eliminada do plasma em cerca de 3,5-5 dias, mas 
quando está ligada à Hb, o tempo médio para a remoção do complexo é de aproximadamente 
20 minutos (51, 52). A determinação da concentração de Hp circulante pode ser usada para 
determinar a ocorrência de episódios recentes de hemólise, uma vez que o consumo 
aumentado de Hp durante estes episódios conduz a níveis plasmáticos reduzidos da proteína. 
Como proteína de fase aguda positiva, a produção da Hp é induzida pela secreção de IL-6, IL-
1 e TNF-α (38). Sua concentração é elevada em processos inflamatórios, doenças infecciosas 
e em malignidades (42). 
 
O uso de Hp como agente terapêutico baseia-se na ideia de que ela age por remoção da 
Hb livre no plasma, com particular relevância para as condições patológicas associadas à 
hemólise. Infusões de Hp foram aprovadas e comercializadas para fins terapêuticos no Japão 
desde 1985 e têm sido aplicadas em várias condições clínicas com resultados positivos na 
maior parte das vezes (53, 54). Mais recentemente, polímeros enriquecidos com Hp purificada 
têm sido indicados no tratamento de episódios hemolíticos causados por circulação 
extracorpórea, queimaduras e traumas com transfusões maciças de sangue (55). A Hp está 




 Em modelos animais tem sido demonstrado que a infusão de Hp reduz 
significativamente a hipertensão sistêmica, a nefropatia, a lesão vascular e a oxidação tecidual 
causadas pela administração intravenosa de Hb livre (56, 57). A infusão de Hb ou heme em 
ratos com AF com estase vascular pode ser inibida por suplementação de Hp (58, 59). Em um 
modelo canino, o nível elevado de Hp induzido por glicocorticóide resultou em completa 
proteção contra a hemoglobinúria e a hipertensão durante oito horas de infusão de Hb livre 
(56). 
 
1.6. Funções e estruturas da proteína Hpx e seu papel na hemólise 
A Hpx é uma glicoproteína plasmática que se liga ao heme e forma a segunda linha de 
defesa contra a hemólise intravascular associada à liberação do heme da Hb-Fe3+. A Hpx 
oferece proteção contra danos oxidativos causados pelo heme livre, limita o acesso ao heme 
por patógenos e contribui para a homeostasia do ferro pela reciclagem do ferro ligado ao 
heme, através da indução de atividade da heme-oxigenase (60, 61). A Hpx é uma 
glicoproteína plasmática de 60 kDa composta por uma única cadeia peptídica longa de 439 
aminoácidos, sintetizada principalmente pelas células do parênquima hepático (62), bem 
como por células de "barreira tecidual" (neurônios do sistema nervoso periférico, 
fotorreceptores na retina humana, células ganglionares e células de ovário), músculo 
esquelético e dos rins, locais de menor síntese (63, 64).  
  A concentração de Hpx no plasma é de 0,5-1,0 mg/mL. Pode, no entanto, aumentar 
durante eventos inflamatórios (65), ou diminuir após o estresse hemolítico associado a 
patologias como as anemias hemolíticas, a porfiria aguda intermitente e as doenças 
neuromusculares crônicas. A produção de Hpx é regulada pelas citocinas IL-6, IL-11, IL-1β, 
fator inibidor de leucemia, oncostatina M e fator de necrose tumoral (TNF-α). A regulação da 
síntese é complexa porque ocorre tanto a nível transcricional quanto pós-transcricional (66). 
A Hpx é a glicoproteína de ligação ao heme de maior eficácia, pois sequestra a 
porfirina em uma conformação hexacoordenada oxidativamente inerte em um complexo com 
estequiometria 1:1 (67, 68). O complexo heme-Hpx é internalizado em células hepáticas por 
endocitose mediada por receptor. O único receptor scavenger conhecido para o complexo 




tipos celulares, incluindo macrófagos, hepatócitos, neurônios e sinciciotrofoblastos, 
indicando, assim, múltiplos locais de catabolismo do complexo heme-Hpx. 
 
1.7. Hemopexina no tratamento de episódios hemolíticos 
Em camundongos com AF, a ativação endotelial e a oxidação foram associadas com o 
aumento da pressão arterial e da função cardíaca alterada, sendo que a administração exógena 
de Hpx foi responsável por praticamente normalizar esses parâmetros. A terapia com Hpx 
parece contribuir para a restauração da homeostase cardiovascular (Figura 3), atingindo várias 
etapas envolvidas na patogênese da vasculopatia e a consequente falência cardíaca (72). 
 
 
Figura 4: Mecanismo proposto para a ação da Hpx (adaptada de Schaer et al., 2013).   
A Hpx atua como um quelante que promove a captação do heme e a desintoxicação 
pelo fígado (Figura 4). Em doenças hemolíticas, o esgotamento da Hpx plasmática leva a uma 
redução significativa do potencial hepático para desintoxicação do heme e, finalmente, para a 
captação do heme pelas células endoteliais vasculares e do coração. Nesta condição, o heme 
atua diretamente sobre a parede endotelial, causando danos oxidativos, e se intercala na 
membrana dos glóbulos vermelhos, amplificando a hemólise, liberando a Hb e aumentando 
fortemente a produção de ROS. Todos esses mecanismos contribuem para o dano oxidativo, a 




administração de Hpx em patologias hemolíticas, por capturar o heme livre, bloqueia seus os 
efeitos tóxicos e melhora a função cardiovascular (72). 
 
1.7.1. Inflamação e a ativação do endotélio   
Os níveis plasmáticos de citocinas inflamatórias encontraram-se alterados em 
pacientes com AF, no estado estável da doença e durante as crises vaso-oclusivas (20, 73), 
sendo resultado de respostas inflamatórias aguda e crônica. A ativação endotelial ocorre na 
presença dos produtos da hemólise intravascular (HI) (tais como a hemoglobina plasmática 
(pHb) e o heme livre) e de mediadores inflamatórios, tais como o fator de necrose tumoral-α 
(TNF-α), interleucina-1β (IL-1β) e proteína C reativa (PCR) (20, 22). Além disso, os 
leucócitos, encontrados em número elevado nos pacientes com AF, desempenham um papel 
fundamental na fisiopatologia da doença, aderindo ao endotélio vascular e participando do 
estresse oxidativo e dos mecanismos de inflamação (20). Essas interações entre leucócitos e 
endotélio desempenham papel importante na vasculopatia na AF. Outras interações de 
diferentes células sanguíneas e fatores plasmáticos com as células endoteliais produzem 
inflamação, estresse oxidativo e ativação endotelial (74) evidenciados pelo aumento das 
citocinas pró-inflamatórias, TNF-α e IL-1β (75, 76) que induzem a expressão de E-selectina e 
VCAM-1, facilitando a adesão de monócitos às células endoteliais (77, 78). O estado pró-
adesivo das células endoteliais durante sua exposição a componentes celulares do sangue 
pode proporcionar um ambiente favorável para vaso-oclusão na AF, no qual a inflamação e o 
dano endotelial exercem papéis significativos na fisiopatologia (79). 
Na AF os leucócitos interagem também com plaquetas circulantes e eritrócitos 
falciformes, resultando em captura e fixação de eritrócitos na vasculatura, sugerindo papéis 
diretos e indiretos no processo da vaso-oclusão (20). Já os eritrócitos falciformes, ao 
interagirem com as células endoteliais, aumentam a expressão das moléculas ICAM-1, 
VCAM-1 e a endotelina-1 (79). Outro mediador inflamatório que pode fornecer contribuição 
importante para a ativação endotelial é a PCR, a qual tem sido relatada em níveis aumentados 
nos pacientes em estado estável da doença, bem como durante crises álgicas vaso-oclusivas 
(80). Essa proteína de fase aguda é produzida pelos hepatócitos em resposta ao aumento dos 




produção de quimiocinas e citocinas, diminui a expressão e a atividade da NO sintase, e 
aumenta a expressão de moléculas de adesão na superfície das células endoteliais (22, 81, 82). 
 
1.7.2. Papel das moléculas de adesão no processo vaso-oclusivo 
As moléculas de adesão celular são glicoproteínas expressas na superfície celular, as 
quais participam no contato entre células sanguíneas ou entre células e o endotélio vascular. 
Além disso, funcionam como moléculas sinalizadoras e têm participação essencial na 
regulação da inflamação e resposta imune, por mediar o recrutamento e a migração seletiva de 
células inflamatórias dos vasos sanguíneos até o local da inflamação (83).  
Vários estudos sugerem que o endotélio vascular encontra-se lesado na AF, 
principalmente pela presença anormal de moléculas de adesão de células endoteliais 
circulantes, tais como a ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina no plasma dos pacientes (84), e o 
aumento do número das células endoteliais circulantes no sangue dos pacientes com crise 
álgica aguda (30, 85, 86). A L-selectina é uma molécula de adesão constitutivamente expressa 
em uma variedade ampla de leucócitos, desempenhando papel importante na migração dessas 
células para os locais de inflamação (83). As moléculas de adesão das células endoteliais 
desempenham papel fisiológico vital no recrutamento e na ligação das células inflamatórias 
ao endotélio vascular, particularmente em vênulas (87). Estudos apontam que, além do grau 
de polimerização da HbS, a vaso-oclusão pode ser dependente das interações entre eritrócitos 
e reticulócitos, leucócitos e células endoteliais por meio das moléculas de adesão, 
contribuindo de maneira significativa com a fisiopatologia da doença (84, 88-91).  
Vários relatos têm destacado que os níveis elevados de VCAM-1 e ICAM-1 solúveis 
estão associados com a diminuição da biodisponibilidade do NO e o aumento da taxa 
hemolítica em pacientes com AF (88, 92). Assim, a ativação excessiva do endotélio e a 
vasoconstrição resultante do consumo do NO podem contribuir para a instabilidade vascular 
observada nos pacientes com AF (93, 94). Estas observações sugerem que as moléculas de 
adesão solúveis são potenciais marcadores de disfunção endotelial, caracterizada por ativação 
do endotélio e biodisponibilidade reduzida do NO derivado do endotélio (87).  
Durante episódios vaso-oclusivos, os pacientes apresentam aumento do número de 




95). Já as moléculas E-selectina e ICAM-1 são consideradas importantes para a promoção da 
resposta inflamatória observada após isquemia e reperfusão, o que poderia ser consequência 
da vaso-oclusão (95). As interações célula-célula e célula-endotélio contribuem para a vaso-
oclusão e têm sido destacadas como alvos em potencial para abordagens farmacológicas com 
o intuito de atenuar a gravidade da AF (96).  
 
1.7.3. Estado de hipercoagulabilidade na AF 
A vaso-oclusão na AF é um processo complexo e multifatorial e, o papel da 
coagulação intravascular na patogênese da crise vaso-oclusiva ainda não está completamente 
compreendido (97, 98). Os pacientes com AF, durante períodos clinicamente estáveis, 
normalmente apresentam aumento da ativação das plaquetas, da geração de trombina e da 
fibrinólise. Entretanto, observa-se amplificação destas atividades trombogênicas durante 
períodos de crise, o que caracteriza o estado de hipercoagulabilidade, resultante da coagulação 
crônica e da ativação endotelial (98, 99). Embora a hipercoagulabilidade seja considerada 
multifatorial, torna-se cada vez mais claro que a hemólise crônica e o grau de exposição de 
fosfatidilserina em eritrócitos desempenham papel crucial neste processo (98, 100). Diamant 
et al., relataram que as micropartículas, pequenas vesículas de membrana liberadas por 
brotamento a partir de plaquetas, eritrócitos, leucócitos e células endoteliais, após ativação ou 
durante a apoptose, também podem contribuir para o estado de hipercoagulabilidade na AF 
(101). Em eventos trombóticos, comumente observados na AF, incluindo AVE, necrose 
avascular e embolia pulmonar, observam-se que vários parâmetros hemostáticos estão 
alterados, tais como: as plaquetas, que estão anormalmente ativadas e em número aumentado; 
os eritrócitos, que são pró-coagulantes devido à exposição da fosfatidilserina; os níveis do 
Fator de von Willebrand (FvW) e do fator VIII (FVIII), que são elevados e, finalmente, a 
geração de trombina, com níveis elevados de Dímeros-D, complexo trombina-antitrombina 
(TAT) e outros marcadores (102). As plaquetas, estimuladas pela presença de citocinas 
inflamatórias, tais como IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α e GM-CSF, liberam multímeros de von 
Willebrand que favorecem as ligações entre plaquetas, endotélio e o eritrócito falciforme 
(103). 
Os Dímeros-D são produtos específicos de degradação da fibrina, sendo, portanto, 




utilizado como indicativo, de maneira indireta, da ocorrência de trombose e/ou coagulação 
intravascular (104). Na literatura, há relatos que pacientes com AF têm níveis elevados de 
Dímeros-D, sendo esses níveis correlacionados com a ocorrência de complicações vaso-
oclusivas (97, 100).  
O FvW é outro elemento com participação relevante nos mecanismos relacionados ao 
estado de hipercoagulabilidade encontrado na AF; corresponde a uma glicoproteína 
multimérica de alto peso molecular, sintetizada pelas células endoteliais e megacariócitos. O 
FvW tem duas funções principais: ligar e transportar o FVIII, protegendo-o da degradação 
proteolítica no plasma; e ligar-se ao colágeno presente no subendotélio e nas plaquetas, 
promovendo adesão e agregação plaquetária em locais de dano vascular, sendo utilizado como 
marcador de disfunção endotelial (105, 106).  
 
1.8. O uso da HU na AF  
A hidroxiureia (HU) é um inibidor da enzima ribonucleotídeo redutase, que resulta na 
inibição da síntese de DNA em uma variedade ampla de células (107). Esse fármaco oferece 
benefícios terapêuticos no tratamento de doenças neoplásicas e hemopatias, e surgiu como 
terapia farmacológica de maior sucesso para pacientes pediátricos e adultos com AF (108, 
109). A HU foi o primeiro medicamento aprovado pela Food & Drug Administration dos 
EUA em 1998 e pela Agência Europeia de Medicamentos em 2007 para tratamento da AF, 
com a finalidade de aumentar os níveis de hemoglobina fetal (HbF) reativando a expressão do 
gene da globina-γ e, consequentemente reduzir  as manifestações clinicas da AF (110-115). A 
HU também diminui a adesão de eritrócitos falciformes às células endoteliais vasculares, 
reduz os episódios de vaso-oclusão bem como os episódios de síndrome torácica aguda e 
transfusões sanguíneas (116-118). Contudo, aproximadamente 30% dos pacientes não 
respondem à terapia com HU (111-115). Relatos de casos e experimentos em camundongos 
sugerem que a HU pode ter efeitos adversos mínimos no desenvolvimento do feto e em 
crianças muito jovens (119, 120). Além disso, os efeitos a longo prazo do uso da HU em 
mulheres grávidas e crianças ainda é assunto de preocupação (121, 122).  
O efeito da HU é específico do ciclo celular. O fármaco atua na fase S, causando 
parada das populações celulares proliferativas na fase G1 / S do ciclo celular (123, 124). Até 




anteriores mostraram que a HU cliva a molécula de DNA diretamente (126). Por outro lado, 
Weinlich e Fritsch em 1999 mostraram que o HU altera a incorporação de timidina durante a 
replicação do DNA, o que resulta na inibição desse processo, prejudicando/retardando a 
proliferação celular (127). 
 
1.9. O uso da L-Glutamina na AF 
Em 2017, um novo fármaco L-glutamina (Endari) foi aprovado pela FDA para o 
tratamento da AF em pacientes a partir de cinco anos de idade para reduzir as complicações 
graves associadas à essa doença. O Endari foi apresentado como o primeiro tratamento 
aprovado para pacientes com AF em mais de 20 anos (128, 129).  
O uso deste agente baseia-se no fato de que a hemácia falciforme, devido ao potencial 
redox reduzido, é mais susceptível ao estresse e danos oxidativos do que a hemácia normal. 
Esta observação levou o grupo de pesquisa da Dra. Niihara a investigar antioxidantes que 
podem ter valor terapêutico em células falciformes. As hemácias falciformes absorvem e 
utilizam muito mais a L-glutamina do que as hemácias normais, o que leva a um desequilíbrio 
entre o consumo e a síntese de L-glutamina. Portando, a suplementação com L-glutamina, 
melhora a absorção e a utilização deste na hemácia falciforme e consequentemente aumenta 
os níveis dos agentes redox Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo e Nicotinamida Adenina 
Dinucleotídeo Hidrogenado (NAD+/NADH). O aumento dos agentes redox, por sua vez, 
reforça as defesas celulares contra o estresse oxidativo (129-131). 
Niihara et al., em 1998 e 2014, demonstraram em estudos clínicos que todos os 
pacientes para quem foram administrado a L-glutamina normalizaram seus potencial redox de 
NAD+/NADH e tiveram uma diminuição dos sintomas clínicos (130, 131). Em um estudo de 
Fase 3 publicada em 2014 que incluiu tanto adultos quanto crianças, a hospitalização foi 
reduzida de 41% (131). A frequência de episódios vaso-oclusivos diminuiu de 25% e a 
incidência de síndrome torácica aguda diminuiu de mais 50% (131). Os efeitos colaterais 
como, náusea, dor torácica não cardíaca, fadiga e dor musculoesquelética foram relatados com 
mais frequência no grupo da L-glutamina do que no grupo placebo (132). Entretanto, o 
medicamento apresenta um custo elevado, sendo que o pacote de 5 g de L-glutamina custa US 




O processo de hemólise intravascular, com a liberação da Hb contida nos eritrócitos, 
surge como um mediador importante de doenças vasculares. Os efeitos deletérios e a natureza 
inflamatória da Hb e do heme livre resultam no maior consumo de NO e, consequentemente, 
em acúmulo de radicais hidroxilas e ROS no vaso e complicações vasculares conforme 
evidenciado pelos marcadores de hipercoagulabilidade e de inflamação sistêmica e vascular. 
Embora o papel desses marcadores na fisiopatologia da AF seja alvo de investigações (134-
140), os mesmos ainda não estão completamente elucidados. Dessa forma, a avaliação das 
relações entre os marcadores de HI (LDH, pHb, Hp e Hpx), de inflamação PCR, IL-6, TNFα e 
sVCAM-1 e de coagulação (dímeros-D, fibrinogênio, vWF:Ag) na AF pode contribuir para 






2.1. Objetivo geral 
Investigar a relação entre marcadores de HI, inflamação sistêmica e vascular e 
hipercoagulabilidade em pacientes com AF com e sem uso de HU. 
 
2.2. Objetivos específicos 
❖ Quantificar os seguintes marcadores em dois grupos de pacientes com AF, com e sem uso 
de HU, e em um grupo de controles saudáveis: 
̵ Marcadores de HI: pHb, LDH, Hp e Hpx; 
̵ Marcadores de inflamação sistêmica e vascular: PCR, IL-6, TNF-α e sVCAM-1; 
̵ Marcadores de hipercoagulabilidade: dímeros-D, fibrinogênio, FvW: Ag. 





3. CASUÍSTICA E MÉTODOS 
3.1. Aspectos éticos da pesquisa  
O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Estadual de 
Campinas e pelo Comitê de Ética do Hemocentro de Pernambuco - HEMOPE (parecer nº 
1.504.475). Todos os participantes que concordaram em participar do estudo assinaram o 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), previamente aprovado pelo CEP, e 
receberam explicações sobre a importância deste estudo, com base nos princípios éticos 
descritos na Declaração de Helsinque. 
 
3.2. Casuística  
Em 2017, 60 pacientes adultos com AF [19 - 42 anos, 41 (68,33%) deles do sexo 
masculino), acompanhados no Hemocentro de Pernambuco, região nordeste do Brasil, e 32 
voluntários [18 - 27 anos, 18 (56,25%) deles do sexo masculino, estudantes universitários 
aparentemente saudáveis, afrodescendentes, oriundos da mesma região geográfica do país] 
foram incluídos neste estudo. Os pacientes foram subdivididos em dois grupos: 
• HbSS-HU: pacientes em terapia com HU (n=28) – média de idade de 30.25±10.35 
anos, 20 deles do sexo masculino;  
• HbSS: sem terapia com HU (n=32) – média de idade de 32.19±9.56 anos, 21 deles 
do sexo masculino. 
Todos os pacientes estavam em estado estável. Os critérios de exclusão foram 
hospitalização e transfusão sanguínea nos três meses anteriores à data de coleta das amostras, 
presença de infecção, crises álgicas e gravidez. 
 
3.3. Coleta e Separação das amostras 
As amostras de sangue (cerca de 20,0 mL de sangue venoso de cada participante) 




➢ 2 tubos de 4,0 mL contendo (ácido etilenodiamino tetra-acético - EDTA) como 
anticoagulante para realização do hemograma e quantificação plasmática da pHb, IL-6 
e TNF-α;   
➢ 1 tubo de 4,0 mL contendo citrato de sódio para quantificação plasmática de dímeros -
D, fibrinogênio e FvW:Ag;  
➢ 1 tubo de 9,0 mL sem anticoagulante (tubo seco) para as determinações séricas de 
LDH, PCR, VCAM-1, Hp e Hpx. 
Após coleta e hemograma, as amostras foram centrifugadas conforme condições 
descritas abaixo (separação de plasma e soro), aliquotadas e armazenadas à temperatura de -
80°C até a realização dos ensaios. 
➢ Separação do plasma em EDTA: 
As amostras coletadas em EDTA foram centrifugadas por 15 minutos, a 1.000g e a 4ºC.  
➢ Separação do plasma em citrato: 
As amostras coletadas em citrato de sódio foram centrifugadas por 20 minutos, a 3.000 rpm e 
a 4ºC, 
➢ Separação do soro: 
As amostras coletadas em tubo seco foram centrifugadas por 15 minutos, a 1.000g e a 4ºC. 
 
3.4. Quantificação dos marcadores de HI  
Os níveis séricos de pHb, de Hp e Hpx foram determinados por kits específicos de 
ELISA: Human Hemoglobin ELISA Kit ab157707 (Abcam; Cambridge, UK), Human 
Haptoglobin Quantikine ELISA Kit DHAPG0 (R&D Systems; Minneapolis, MN, EUA) e 
Hemopexin humansimplestep ELISA Kit (Abcam®, ab171576, Cambridge, UK),  
respectivamente, de acordo com as instruções dos fabricantes. A LDH foi quantificada por 







3.5. Dosagens dos marcadores de inflamação 
As citocinas IL-6 e TNF-α foram dosadas por kit comercial de ELISA MAX ™ 
Standard sets (BioLegend Inc., San Diego, CA, EUA), enquanto as concentrações  de  
sVCAM-1 foram determinadas  por kit comercial de ELISA DuoSet ELISA for Human 
VCAM-1/CD106, (#DY809, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), seguindo-se as 
recomendações dos fabricantes. 
 
3.6. Determinação das concentrações séricas de PCR 
Inicialmente, as amostras foram descongeladas à temperatura ambiente, centrifugadas 
para eliminação do excesso de lipídeos e transferidas para tubos de 1,5 mL. As dosagens de 
PCR foram realizadas pela técnica de imunonefelometria, em nefelômetro BN II (Dade 
Behring, Marburg, Alemanha), utilizando-se o kit N High Sensitivity PCR (Dade Behring), 
constituído por partículas de poliestireno revestidas com anticorpos monoclonais de rato 
produzido contra a PCR humana. Os ensaios foram realizados no Laboratório de Imunologia 
da Divisão de Patologia Clínica do Hospital de Clínicas da UNICAMP, sob responsabilidade 
da Profa.Dra. Maria Heloísa Blotta. 
 
3.7. Quantificação dos marcadores de hipercoagulabilidade  
Os marcadores dímeros-D e fibrinogênio foram quantificados por imunoturbidimetria, 
utilizando-se os ensaios “Innovance D-DIMER” e “Dade Thrombin Reagent Multifibren® U”, 
respectivamente, ambos os kits produtos da Siemens (Marburg, Alemanha). Estes ensaios 
foram utilizados em equipamento da Sysmex (Sysmex CS-2100i, Kobe, Hyogo, Japão). Já os 
níveis plasmáticos de FvW:Ag foram determinados por método ultrassensível de dosagem 
imunológica Látex automatizada, utilizando-se kit para antígeno de von Willebrand (Hemosil 
von Willebrand Factor Antigen, Werfen, Bedford, MA, EUA), em equipamento ACL TOP 
500 CTS Device (Instrumentation Laboratory, Bedford, MA, EUA). Esses ensaios foram 
realizados no Laboratório de Hematologia da Divisão de Patologia Clínica do Hospital de 
Clínicas da UNICAMP, enquanto o ensaio de FvW:Ag foi realizado no Laboratório de 




3.8. Análise estatística 
Análises estatísticas descritivas foram realizadas e as variáveis quantitativas foram 
apresentadas como média ± desvio padrão (DP). Na ausência de distribuição normal das 
variáveis, as medianas e os intervalos interquartis (IQR) foram utilizados. As variáveis 
qualitativas foram apresentadas em frequências e porcentagens (%). O teste de Qui-quadrado 
foi utilizado para comparação das variáveis categóricas. Para comparação das variáveis 
numéricas, foram empregados os testes de Kruskal-wallis, Mann-whitney e a ANOVA com 
transformação por postos (ranks). Para avaliação da relação entre as variáveis e os 
marcadores, se empregou o coeficiente de correlação de Spearman. O nível de significância 
adotado foi de 5%.  
Toda a análise estatística foi realizada sob a orientação da Assessoria de Estatística da 
Câmara de Pesquisa da FCM/UNICAMP. Os softwares utilizados foram o SAS System for 
Windows, versão 9.4 (SAS Institute Inc, 2002-2008, Cary, NC, EUA), e o SPSS (version 23). 
Os gráficos foram plotados com o emprego do software Prism 7 (GraphPad Software, San 
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Sickle cell anemia (SCA) is characterized by chronic hemolysis and inflammation. Plasma 
hemoglobin (pHb) released from intravascular hemolysis (IH) and its heme component have 
been found to trigger specific pathophysiologies, as abnormal endothelial activation and 
vasooclusion, and clinical manifestations such as acute and chronic inflammation, thrombosis, 
stroke, and renal impairment, which are all associated with adverse clinical outcomes in 
patients with SCA.  The role of IH in the pathophysiology of SCA, however, is not fully 
understood so far. In the present study, we evaluated the relation between some markers of IH  
[plasma free Hb (pHb), LDH, , haptoglobin (Hp) and hemopexin (Hpx)] and inflammation  
[C-reactive protein (CRP), interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor α (TNFα), and soluble 
Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (sVCAM-1)] in 60 adult SCA patients followed up at 
Pernambuco´s Blood Center HEMOPE. They were all in steady state and were subdivided 
into  hydroxyurea-naïve patients   (HbSS, n=32) and  on hydroxyurea therapy patients (HbSS-
HU, n=28). Thirty-two  adult  healthy controls (HbAA) of  African descent and from the same 
geographical region of the country, were also compared. The levels of pHb, Hp, Hpx,  IL-6, 
TNFα, and sVCAM-1 were measured by ELISA, while the CRP and LDH concentrations 
were determined  by immunonephelometric and enzymatic colorimetric tests, respectively.  
The Hp levels were significantly different among the three groups compared  (HbSS<HbSS-
HU<HbAA, p<0.0001), while  the Hpx levels differed only between patients and controls 
(patients<HbAA, p<0.0001). . Levels of pHb and LDH were lower in HbSS-HU  (HbSS-
HU<HbSS, pLDH = 0.047, ppHb = 0.0004). When the markers were compared to each other 
within each group , the sVCAM-1 levels strongly correlated with  Hp (r = -0.743, p<0,0001), 
while Hpx levels  correlated with TNF-α (r = -0.527, p = 0.011) in the HbSS cohort. The 
sVCAM-1 levels were  negatively correlated with Hpx levels in the HbSS-HU group (r = -
0.481, p = 0.010). Furthermore, inflammation markers, sVCAM-1, IL-6 and CRP levels  were 
higher in HbSS and HbSS-HU than in controls (psVCAM-1 = 0.012, pIL-6<0.0001, pCRP<0.0001). 
Overall, IH markers, Hp and Hpx were significantly associated with  inflammation markers, 
thus suggesting their importante role in inflammation process in SCA. In addition, 
hydroxyurea is associated with a reduction in the IH rate, mainly in pHb levels, reinforcing 
the clinical benefit of the use of hydroxyurea in SCA patients. 





Sickle cell anemia (SCA), defined as homozygosity for the sickle β-globin gene 
mutation [HBB: c.20A>T (p.Glu7Val)], is a severe chronic hemolytic anemia whose 
pathophysiology is centered on the ability of polymerization of deoxygenated hemoglobin S 
(HbS). Approximately 30% of the total hemolysis occurs intravascularly (1, 2) and may be 
further increased during vaso-occlusive crises (3). During intravascular hemolysis (IH), 
plasma Hb (pHb) released into the vascular space can consume nitric oxide (NO) and be 
oxidized to higher oxidative forms, such as ferric (Fe3+) Hb, which readily releases heme (2, 
4). Exceeding free heme can cause cell damage and tissue injury as heme catalyzes the 
formation of reactive oxygen species (ROS), impairing the redox balance, resulting in 
oxidative stress. This, particularly in the endothelium, also has a strong influence on the 
vasoocclusion genesis and thus on the clinical evolution of the SCA (5, 6). In addition, heme 
also induces the expression of adhesion molecules such as Intercellular Adhesion Molecule 1 
(ICAM-1), Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1), and E-selectin in vascular 
endothelial cells (7). On the other hand, studies in mice have shown that tumor necrosis factor 
(TNF-α) increases endothelial cell permeability and induces the expression of chemokines 
and adhesion molecules such as VCAM and ICAM (8). It is remarkably elevated in the 
plasma of animals and humans with vascular complications such as SCA (9-11) and has been 
associated with endothelial dysfunction (10). To prevent the toxicity of pHb and heme, the 
organism has developed multiple lines of defense to eliminate them. These are Hp and Hpx, 
which bind respectively to pHb and heme, preventing the circulation of their free forms (12-
14). By binding to pHb and heme, forming Hb-Hp and Heme-Hpx complex respectively, Hp 
and Hpx keep pHb and heme within an antioxidant environment. These complexes are then 
removed by macrophages and liver cells through receptor-mediated endocytosis (15-18), 
explaining the depletion of circulating Hp and the decreased of Hpx levels in individuals with 
increased IH (19) and therefore making theme the IH markers. As in the SCA it has been 
observed a depletion of Hp and decreased concentrations of Hpx, it can be inferred that these 
proteins may have important roles in the pathophysiology of this disease. However, it is 
important to evaluate the interplay between IH and inflammation in SCA for the better 
understanding of their roles in the pathophysiology of SCA.  
Hydroxyurea (HU) is the first of US Food & Drug Administration approved drugs for 




re-activating the fetal γ-globin gene expression and ameliorate the SCA symptoms (20-25). 
HU also decrease adhesion of sickle erythrocytes to vascular endothelial cells, thus reducing 
vaso-occlusion episodes and infarction (26, 27). However, approximately 30% of the patients 
do not respond to HU therapy (21-25). 
In this study, we evaluated the relation between IH and inflammation markers in 
Brazilian patients with SCA with and without hydroxyurea therapy, followed up at 
Pernambuco´s Blood Center HEMOPE and compared these markers with those in healthy 
controls and compare those parameters between each of them.  
Patients and Methods 
Patients: 
This study was approved by the Ethics Committees of the State University of 
Campinas and Pernambuco´s Blood Center – HEMOPE under protocol no: 1.504.475. All 
participants signed the consent form and were explained about the study before enrollment on 
the basis of the ethical principles outlined in the Declaration of Helsinki. 
A total of sixty adult ( 19 – 42 years old, male and female) SCA patients were enrolled 
in this cross-sectional study. All the patients were in a steady state and followed up at 
Pernambuco´s Blood Center - HEMOPE. Inclusion criteria for the steady-state SCA patients 
were the absence of hospitalization and blood transfusion in a period of three (3) months prior 
to sample collection, without signs or symptoms of infection, pain, other acute episodes 
suggestive of crisis. Patients were subdivided into two groups: 32 patients who had never 
been treated with hydroxyurea (HbSS) and 28 patients on hydroxyurea therapy (HbSS-HU). 
As controls, thirty-two (n=32) adult healthy controls (HbAA) of African descent and from the 
same geographical region of the country were included.  
 
Patients’ characteristics  
The mean age of the 32 SCA patients without hydroxyurea therapy was, 32.19±9.56 
years, that of 28 hydroxyurea-treated SCA patients was (30.04±10.48 years) and that of the 32 
HbAA controls was 21.85±2.22 years. Controls were significantly younger than patients 
(P<0.0001, Table 1). The demographic and hematological parameters of enrolled individuals 

















Male sex, n (%) 18 (56.25) 21 (65.63) 20 (71.43) 0.0806*  
Age, years 22.06±2.21 32.19±9.56 30.25±10.35 < 0.0001⁑   a<b, c 
  
RBC x 106 5.14±0.76 2.36±0.53 2.45±0.45 < 0.0001# a>b, c 
Hb, g/dL 14.68±1.69 7.33±1.23 8.49±1.44 < 0.0001# a>c>b 
Hematocrit, % 44.24±5.31 20.53±3.57 23.51±4.00 < 0.0001# a>c>b 
MCV, fl 87.70±4.02 88.15±9.15 96.20±10.82 0.0076# c>a, b 
MCH, pg 29.07±1.94 31.48±3.22 34.94±4.16 < 0.0001# c>b>a 
MCHC, g/dL 33.10±0.88 35.73±1.10 36.18±0.94 < 0.0001# a<b, c 
RDW, % 12.54±0.95 20.94±3.02 20.20±4.10 < 0.0001# a<b, c 
  
WBC x 103/uL 7.32±2.14 11.12±3.61 10.72±5.57 < 0.0001# a<b, c 
Neutrophils x103/uL 4.11±1.82 5.96±2.82 5.90±4.40 0.0419# a<b 
Eosinophils x103/ uL 0.30±0.23 0.47±0.48 0.46±0.50 0.1386#  
Lymphocytes x103/uL 2.32±0.74 3.42±1.19 3.06±1.02 < 0.0001# a<b, c 
Monocytes x103/ uL 0.51±0.18 1.16±0.45 1.16±0.99 < 0.0001# a<b, c 
PLT  x103/mL 264.00±56.69 438.88±163.46 360.39±123.80 < 0.0001# a<b, c 
RBC: red blood cell count, Hb: hemoglobin, Ht: hematocrit, MCV: mean corpuscular volume, MCH: mean 
corpuscular hemoglobin, MCHC: mean cell hemoglobin concentration, RDW: red cell distribution width, 
WBC: White blood cells, PLT: platelets, a: HbAA, b: HbSS, c: HbSS-HU 




Quantification of IH and inflammation markers 
Serum pHb, plasma Hpx and Hp concentrations were measured using commercially 
available enzyme-linked immunosorbent assay kits: Human Hemoglobin ELISA Kit 
ab157707 (Abcam, Cambridge, UK), plasma Hpx was measured by commercially available 
ELISA kits (Abcam®, ab171576, Cambridge, UK) and Human Haptoglobin Quantikine 
ELISA Kit DHAPG0 (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA), respectively, following the 
manufacturer's instructions. LDH levels were determined by enzymatic colorimetric tests in 
Cobas C501 analyzer (Roche Diagnostics, Meylan, France). The CardioPhase* high-
sensitivity CRP (hsCRP) assay was used for measuring CRP concentrations 
(immunonephelometry). IL-6 and TNF-α were quantified using TNF-α and IL-6 ELISA MAX 
™ Standard sets (BioLegend Inc., San Diego, CA, USA).Plasma Hpx was measured by 
commercially available ELISA kits (Abcam®, ab171576, Cambridge, UK) according to the 




The levels of sVCAM-1 were measured with commercial sandwich ELISA kits: 




Statistical analyses were performed using SAS System (Statistical Analysis System for 
Windows, version 9.4. SAS Institute Inc, 2002-2008, Cary, NC, USA), and Prism 7 
(GraphPad Software, San Diego, California, USA). A descriptive statistical analysis was 
performed. Quantitative variables were expressed as mean ± standard deviation (SD). Median 
and interquartile range (IQR) are reported when variables were not normally distributed. 
Qualitative variables were expressed as frequencies and percentages (%). Bivariate 
correlations were performed using Spearman’s correlation coefficient. Comparisons between 
groups were performed using the Chi-squared test, Mann-Whitney test, Kruskal-Wallis test, 







Hemolysis and inflammation markers in patients and  controls 
Table 2 compares hemolysis and inflammation markers between groups with data 
given as median and IQR. As the controls were significantly younger than the patients, the p-
values were based on ANOVA test adjusted for age. 










LDH (U/L) - 644.0 (490.0, 826.0) 426.5 (361.3, 719.0) 0.0468* 
b>c 
pHb (mg/dL) - 3.74 (1.85, 8.38) 1.59 (1.44, 2.43) 0.0004* 
b>c 
Ret (%) - 11.40 (7.92, 14.28) 10.40 (8.31, 14.82)  0.8998*  
      
Hp (ug/mL) 803.71 (429.85, 
1136.87) 
1.5 (1.10, 2.37) 2.61 (1.32, 3.76) < 0.0001 # 
a>c>b 
Hpx (ug/mL) 1235 (1034, 1435)   160.5 (120.4, 217.1) 236.8 (109.5, 364.9) < 0.0001 # 
a>b, c 
CRP (mg/L) 0.88 (0.34, 1.34) 6.42 (2.30, 10.28) 7.94 (2.67, 13.13) < 0.0001# 
a<b, c 
IL-6 (pg/mL) 1.4 (1.37, 1.48) 2.34 (1.75, 4.69) 2.54 (1.768, 7.073) < 0.0001 # 
a<b, c 
TNF-α (pg/mL) 5.79 (2.08, 117.5) 2.28 (1.99, 6.95) 2.01 (1.97, 2.9) 0.1267 # 
      
sVCAM (ng/mL) 578.9 (443.4, 694.2)  801.4 (579.2, 1052) 693.9 (547.9, 954.7) 0.0129
 # 
a<b 
Data given as median (25th percentile, 75th percentile), IQR : interquartile range, LDH : lactate dehydrogenase, 
pHb: plasma free hemoglobin, Hp: haptoglobin, Hpx: hemopexin., CRP: C-reactive protein, IL-6 : interleukin-6, 
TNFα: tumor necrosis factor α, sVCAM-1: soluble Vascular Cell Adhesion Molecule 1, Hp: haptoglobin, Hpx: 
hemopexin. a: HbAA, b: HbSS, c: HbSS-HU  
* p-values are based on Mann-Whitney U test, # p-values are based on ANOVA test adjusted for age. 
 
IH markers in patients  and  controls 
pHb levels were significantly decrease in HbSS-HU patients, compared to those in 
HbSS patients (median 1.59 mg/dL versus 3.74 mg/dL, respectively, P = 0.0004) Similarly, 
the LDH levels were lower in HbSS-HU patients than those in HbSS patients (426.5 U/L 
versus 644.0 U/L, respectively, P = 0.047) (Table 2, Figure 1). (Table 2, Figure 1). However, 
similar reticulocyte counts were observed between HbSS-HU and HbSS patients (10.13 % 




The levels of Hp  were significantly lower in patients than in  controls (HbSS<HbSS-
HU<HbAA, p < 0.0001). The median plasma Hp levels in HbSS patients was 1.5 μg/mL, IQR 
1.10 to 2.37 and in HbSS-HU patients was 2.61 μg/mL, IQR 1.32 to 3.76. The median plasma 
Hp levels in HbAA  was 803.71 μg/mL, IQR 429.85 to 1136.87. Concerning Hpx, the control 
group had significantly higher concentrations (median 1235 μg/mL, IQR 1034 to 1435) 
compared to  SCA patients (160.5 μg/mL, IQR 120.4 to 217.1 and 236.8 μg/mL, IQR 109.5 to 
364.9, respectively, Patients <HbAA, p < 0.0001), with no statistical difference between Hpx 
levels in HbSS and HbSS-HU patients. (Table 2, Figure 1). 
 
Inflammation markers in SCA patients and healthy controls 
 Levels of PCR and IL-6  were similar in HbSS and HbSS-HU patients (CRP median 
5.23 mg/L and 6.63 mg/L respectively, p = 0.2482, IL-6 median 2.34 pg/mL and 2.54 pg/mL, 
respectively,) but were higher in comparison with controls (CRP median 0.88 mg/L and IL-6 
 
 
Fig 1 HbSS patients had a higher hemolysis rate in comparison to HbSS-HU patients as evidenced by 
increased serum levels of LDH, pHb, and decreased of serum Hp levels. LDH: lactate dehydrogenase, 




median 1.4 pg/mL in controls, P < 0.0001). The difference in TNF-α levels between the three 
groups was not statistically significant (Table 2, Figure 2). 
In addition, the sVCAM levels in HbSS patients were higher than those observed in 
controls (median 801.4 ng/mL, IQR 579.2 to 1052 in HbSS versus 578.9 ng/mL, IQR 443.4 to 
694.2 in HbAA controls, P = 0.0129), but the difference was not statistically significant when 
compared to those in HbSS-HU patients (median 693.9 ng/mL, IQR 547.9 to 954.7, Table 2, 
Figure 2). 
 
Correlations between IH and inflammation markers in SCA  
In this study, it has been evaluated the relationship between IH markers and 
inflammation between two groups of patients with SCA and a control group and  investigated 
the relationship between these markers within each group 
 
  
Figure 2: Inflammation markers in SCA patients with and without hydroxyurea therapy. HbSS patients. 
CRP: C-reactive protein, IL-6: interleukin-6, TNFα: tumor necrosis factor α, sVCAM-1: soluble 
Vascular Cell Adhesion Molecule 1. HbSS: SCA patients without hydroxyurea therapy, HbSS-HU: 




investigated associations between IH markers (LDH, pHb, Hp, and Hpx,) and 
inflammation markers (C-reactive protein, IL-6, TNF-α, and sVCAM,) in the HbSS and 
HbSS-HU patients.  
In both HbSS and HbSS-HU, significant negative correlations were found between: 
LDH and Hb levels (r = -0.426, p = 0.016 and r = -0.548, p = 0.004, respectively) and 
between Hpx and LDH levels (r = -0.583, p = 0.001 and r = -0.511 p = 0.008, respectively, 
Table 3 and Table 4). Only in the HbSS cohort it has been found significant positive 
correlations between pHb and LDH levels (r = 0.397, p = 0.029) and between Hp and Hpx (r 
= 0.370, p = 0.047, Table 3). 
 
Table 3. Correlations between hemolysis and inflammation markers in SCA patients without 
HU therapy.  









Hb (g/dL) -0.426 (0.016) -0.067 (0.702) 0.308 (0.085) 0.216 (0.260) 
HbF (%) -0.228 (0.217) -0.442 (0.012) -0.050 (0.781) 0.076 (0.691) 
     
LDH (U/L)  0.397 (0.029) -0.281 (0.124) -0.583 (0.001) 
pHb (mg/dL) 0.397 (0.029)  -0.175 (0.345) -0.318 (0.092) 
Reticulocytes (%) -0.246 (0.180) -0.255 (0.165) 0.143 (0.432) 0.254 (0.182) 
     
Hp (ug/mL) -0.281 (0.124) -0.175 (0.345)  0.370 (0.047) 
Hpx (ug/mL) -0.583 (0.001) -0,318 (0.092) 0.370 (0.047)  
     
CRP (mg/L) -0.246 (0.450) -0.304 (0.095) 0.043 (0.812) 0.306 (0.106) 
IL-6 (pg/mL) 0.049 (0.793) 0.129 (0.488) -0.121 (0.507) -0.049 (0.798) 
TNF-α (pg/mL) 0.309 (0.150) 0.263 (0.224) -0.327 (0.118) -0.527 (0.011) 
     
sVCAM (ng/mL) 0.249 (0.176) 0.276 (0.132) -0.743 (<0.0001) -0.317 (0.093) 
     
WBC x109/L -0.212 (0.251) -0.277 (0 .130) 0.093 (0.612) 0.059 (0.758) 
Neutrophils x103/uL -0.231 (0.209) -0.339 (0.061) 0.078 (0.671) 0.121 (0.529) 
Hb: hemoglobin, HbS: Sickle hemoglobin, HbF: Fetal hemoglobin, LDH : lactate dehydrogenase, pHb: 
plasma free hemoglobin, Hp: haptoglobin, Hpx: hemopexin., CRP: C-reactive protein, IL-6 : interleukin-6, 
TNFα: tumor necrosis factor α, sVCAM-1: soluble Vascular Cell Adhesion Molecule 1,  WBC: White 
blood cells.  
*p-values and correlation coefficients (r) are based on Spearman correlation test. 
     
 
Regarding the relationship between IH and inflammation markers, in the HbSS cohort, 
it has been found a strong negative correlation between: Hp and sVCAM-1 levels (r = -0.743, 




HU cohort, Hpx levels were negatively correlated with sVCAM levels (r = -0.481, p = 0.010, 
Table 4), while a positive correlation was found between LDH and TNF-α levels (r = 0.489, p 
= 0.040) (Table 4). 












Hb (g/dL) -0.548 (0.004) -0.087 (0.660) 0.354 (0.064) 0.347 (0.070) 
HbF (%) -0.544 (0.005) -0.290 (0.151) -0.044 (0.832) 0.461 (0.018) 
     
pHb (mg/dL) 0.248 (0.223)  0.148 (0.451) 0.004 (0.983) 
LDH (U/L)  0.248 (0.223) 0.023 (0.912) -0.511 (0.008) 
Reticulocytes (%) 0.183 (0.370) 0.209 (0.286) 0.036 (0.855) -0.205 (0.295) 
     
Hp (ug/mL) 0.023 (0.912) 0.148 (0.451)  0.187 (0.340) 
Hpx (ug/mL) -0.511 (0.008) 0.004 (0.983) 0.187 (0.340)  
     
CRP (mg/L) 0.019 (0.926) -0.179 (0.363) 0.629 (<0.001) -0.050 (0.801) 
IL-6 (pg/mL) 0.328 (0.102) 0.112 (0.570) -0.020 (0.921) -0.243 (0.213) 
TNF-α (pg/mL) 0.489 (0.040) 0.362 (0.128) 0.015 (0.950) -0.332 (0.165) 
     
sVCAM (ng/mL) 0.373 (0.060) 0.126 (0.522) -0.032 (0.870) -0.481 (0.010) 
     
WBC x109/L 0.050 (0.810)  0.300 (0.121) 0.088 (0.656) 0.223 (0.253) 
Neutrophils x103/uL -0.001 (0.996)  0.413 (0.029) 0.187 (0.342) 0.344 (0.073) 
Hb: hemoglobin, HbS: Sickle hemoglobin, HbF: Fetal hemoglobin, LDH : lactate dehydrogenase, pHb: 
plasma free hemoglobin, Hp: haptoglobin, Hpx: hemopexin., CRP: C-reactive protein, IL-6 : interleukin-
6, TNFα: tumor necrosis factor α, sVCAM-1: soluble Vascular Cell Adhesion Molecule 1,  WBC: White 
blood cells.  
*p values and correlation coefficients (r) are based on Spearman correlation test. 
     
 
Discussion 
SCA is characterized by chronic hemolysis, inflammation and hypercoagulability state 
(5, 6). SCA patients have high pHb levels resulting from high rate of IH which contributes to 
the pathophysiology of the disease (28, 29). Here, we sought to evaluate IH markers (LDH, 
pHb, Hp and Hpx) and inflammation markers (C-reactive protein, IL-6, TNF-α, and sVCAM) 
to contribute to the better understanding of their roles in the pathophysiology of SCA and the 





In this study, it has been reported lower Hp levels in SCA patients compared to 
controls (HbSS<HbSS-HU<HbAA) and lower levels of Hpx in SCA patients (cases<HbAA) 
with no statistically difference between Hpx levels in HbSS and HbSS-HU patients. These 
results are consistent with previous Muller-Eberhard's et al. (1968) report on Hp and Hpx 
levels in hemolytic conditions (19). However, unlike in the study by Muller-Eberhard et al. 
with a small sample size of HbSS (n=5) patients, in our study, a sample size has been 
extended to 32 for HbSS and a new group of patients on HU therapy (HbSS-HU, n=28) has 
been added. 
With respect to LDH and pHb, our results corroborate previous studies showing that 
LDH levels are correlated with higher levels of pHb (30). Additionally, it has been found 
lower levels of LDH and pHb in HbSS-HU compared to those in HbSS patients 
(HbSS<HbSS-HU). Lowering pHb may reduce the toxic effects of free heme which increases 
cellular susceptibility to oxidants and endothelial dysfunction from depletion of NO (31, 32). 
Our findings reinforce the clinical benefit for the use of hydroxyurea in SCA patients. 
Moreover, Hpx, a scavenger of heme release from excess pHb, was negatively correlated with 
LDH and positively correlated with Hp suggesting that Hpx may be an independent marker of 
IH in SCA. 
Significant strong negative correlations were found between serum Hp and Hpx and 
inflammation markers. Hp levels were correlated (negative correlation) with sVCAM levels, a 
vascular inflammation marker (33) and Hpx levels were correlated with TNF-α levels. These 
results suggest that Hp and Hpx may decrease endothelial activation and reduce the risk of 
vascular adhesive events and consequently reduce the risk of VOC in SCA (34).  On the other 
hand, sVCAM-1 levels were increased in SCA patients compared to controls, but the 
differences between HbSS and HbSS-HU were not significant. These observations are 
consistent with the possibility of administering Hp and Hpx to SCA patients in order to 








In summary, Hp and Hpx were significantly associated with inflammation, thus 
highlighting their roles in inflammation in SCA. The associations between IH and 
inflammation markers highlight the participation of IH in the inflammation process in SCA. 
In addition, hydroxyurea is associated with a reduction in the IH rate, mainly in pHb levels, 
reinforcing a clinical benefit of the use of hydroxyurea in SCA patients.  
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4.2. RESULTADOS ADICIONAIS AO MANUSCRITO 
4.2.1. Marcadores de hipercoagulabilidade em pacientes com AF e em controles 
saudáveis 
Os resultados da comparação dos marcadores de hipercoagulabilidade entre os três 
grupos analisados estão apresentados na Tabela 1 e ilustrados na Figura 5. Devido à diferença 
significativa de idade entre pacientes e controles, os valores de p foram calculados pelo teste 
ANOVA ajustado para idade. 
Tabela 1: Marcadores de hipercoagulabilidade em controles e pacientes com AF, sem e com 










     
Dímeros-D (ng/mL) 267.5 (175.5, 365.8) 2144 (1605, 3129) 1523 (1182, 2993) < 0.0001# 
a<b, c 
Fibrinogênio (mg/dL) 302.3 (262, 321.1) 238.8 (205.3, 313.5) 279.8 (250.1, 331) 0.041# 
    a>b, c 
vWF:Ag (%) 102.7 (85.48, 123.4) 203.4 (182.2, 217.3) 190.2 (133.8, 218.6) < 0.0001# 
a<b, c 
IQR : interquartile range vWF:Ag: von Willebrand factor antigen, a: HbAA, b: HbSS, c: HbSS-HU . 
* p values are based on Mann-Whitney U test, # p values are based on ANOVA test adjusted for age. 
 
Os pacientes HbSS apresentaram níveis de dímeros-D significativamente mais 
elevados quando comparados aos pacientes HbSS-HU e aos controles (mediana, HbSS = 
2144,0 ng/mL, HbSS-HU = 1496,0 ng/mL, p = 0,044 e HbAA=256,5 ng/mL, p <0,0001) 
(Figura 5). Já em relação às concentrações de fibrinogênio, se observou diferença significativa 
apenas quando os pacientes HbSS foram comparados aos controles (mediana, HbSS, = 238,8 
mg/dL, HbAA = 302,3 mg/dL, p = 0,017), mas não com os pacientes em uso de HU  
(mediana, HbSS-HU = 279,8 mg/dL, p = 0,06) (Figura 5). Os níveis de vWF:Ag foram 
elevados em HbSS e HbSS-HU quando comparados aos controles (mediana, HbSS= 203.4 %, 
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Figura 5: Marcadores de hipercoagulabilidade em controles e em pacientes com AF, 





4.2.1.1. Correlações entre marcadores de HI e hipercoagulabilidade na AF 
com e sem uso de HU  
Os marcadores de HI foram então comparados com os de hipercoagulabilidade, com o 
objetivo de se verificar relação entre eles (influência de um sobre o outro). Os resultados 
dessas correlações encontram-se na Tabela 2 e Tabela 3.  
 
Tabela 2: Correlações entre marcadores de HI e de hipercoagulabilidade no grupo de 
pacientes com AF sem uso de HU 










     
LDH (U/L) - 0.397 (0.029) -0.281 (0.124) -0.583 (0.001) 
 
pHb (mg/dL) 0.397 (0.029) - -0.175 (0.345) -0.318 (0.092) 
     
Hp (ug/mL) -0.281 (0.124) -0.175 (0.345) - 0.370 (0.047) 
 
Hpx (ug/mL) -0.583 (0.001) -0,318 (0.092) 0.370 (0.047) - 
     
D-Dímeros (ng/mL) 0.172 (0.353) 0.106 (0.570) -0.033 (0.854) -0.063 (0.7455) 
     
Fibrinogênio 
(mg/dL) 
-0.356 (0.049) -0.380 (0.035) -0.214 (0.239) 0.395 (0.034) 
vWF: Ag (%)  -0.230 (0.210) -0.137 (0.462) -0.214 (0.239) 0.003 (0.985) 
     
LDH : lactate dehydrogenase, pHb: hemoglobina plasmática, Hp: haptoglobina, Hpx: hemopexina, vWF:Ag: 
Antígeno do Fator de von Willebrand. 
*Os p-values e coeficientes de correlação (r) são baseados no teste de correlação de Spearman. 
 
 
    
 
Na coorte de HbSS foi encontrada uma correlação negativa entre os níveis de LDH e 
de fibrinogênio (r = -0,356, p = 0,049) e de pHb e, novamente, de fibrinogênio (r = -0,380, p 
= 0,035). Ao contrário disso, os níveis de Hpx correlacionaram-se positivamente com os de 
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Por outro lado, na coorte de HbSS-HU, a única correlação significativa encontrada se 
deu entre os níveis de Hpx e de FvW:Ag, de forma negativa (r = -0,442, p = 0,021) (Tabela 3, 
Figura 7). 
Tabela 3: Correlações entre os marcadores de HI e hipercoagulabilidade em pacientes com 
AF em terapia com HU.  










     
pHb (mg/dL) 0.248 (0.223) - 0.148 (0.451) 0.004 (0.983) 
 
LDH (U/L) - 0.248 (0.223) 0.023 (0.912) -0.511 (0.008) 
 
Hp (ug/mL) 0.023 (0.912) 0.148 (0.451) - 0.187 (0.340) 
     
Hpx (ug/mL) -0.511 (0.008) 0.004 (0.983) 0.187 (0.340) - 
     
D-Dimer (ng/mL) 0.116 (0.572) 0.297 (0.121) -0.051 (0.795) -0.200 (0.307) 
 
Fibrinogen (mg/dL) 0.046 (0.822) 0.122 (0.536) 0.288 (0.137) 0.146 (0.457) 
     
vWF:Ag (%) 0.083 (0.693) -0.111 (0.581) -0.153 (0.447) -0.442 (0.021) 
     
LDH : lactate dehydrogenase, pHb: hemoglobina plasmática, Hp: haptoglobina, Hpx: hemopexina, 
vWF:Ag: von Willebrand antígeno. 
* Os valores de p e os coeficientes de correlação (r) são baseados no teste de correlação de Spearman. 
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Os níveis de dímeros-D correlacionam-se com a frequência de episódios de crises de 
dores, sugerindo que a ativação da coagulação pode contribuir para a vaso-oclusão na AF (99, 
141). Nossos dados sugerem que a terapia com HU está relacionada com diminuição dos 
níveis de dímeros-D, corroborando relatos prévios na AF (142) e reforçando que esse fármaco 
pode reduzir o estado de hipercoagulabilidade observada na AF. No entanto, não foi 
encontrada correlação significativa entre os marcadores de IH e D-dímeros nessa doença nos 
pacientes aqui investigados. A viscosidade plasmática dependeria principalmente da 
concentração de fibrinogênio (143), frequentemente aumentada na AF (144). 
Surpreendentemente, os níveis de fibrinogênio em nossos pacientes foram menores que 
aqueles observados em nossos controles (HbSS<HbAA). Aqui observamos uma correlação 
negativa entre pHb e fibrinogênio, que poderia sugerir, hipoteticamente, que o consumo do 
fibrinogênio no processo de ativação da coagulação poderia ser desencadeado pela pHb (145, 
146).  
Em nosso estudo, a Hpx revelou correlação positiva com os níveis de fibrinogênio, 
sugerindo um possível papel desse scavenger do heme  no estado de hipercoagulabilidade da 
AF. Além disso, observamos uma relação inversa entre Hpx e vWF:Ag, proteína que tem sido 
conhecida como mediadora das interações adesivas entre eritrócitos falciformes e células 
endoteliais e envolvida no processo de coagulação (147). Assim, os marcadores de HI (pHb, 
LDH e Hpx) foram associados com maior ativação da coagulação (aumento dos níveis de D-
dímero e consumo de fibrinogênio) em pacientes com AF não tratados com HU, sugerindo um 
papel importante da pHb no processo de ativação da coagulação nesta doença. Por outro lado, 
a terapia com HU foi associada a uma redução do estado de hipercoagulabilidade em 






4.2.2. Interação entre inflamação e coagulação na anemia falciforme 
Na coorte de HbSS  
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Figura 8: Correlações entre marcadores de inflamação e hipercoagulabilidade em pacientes 
com AF sem terapia com HU. 
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Figura 9: Correlações entre marcadores de inflamação e hipercoagulabilidade em pacientes 





5. DISCUSSÃO GERAL 
Para a realização deste trabalho, pacientes com AF em estado estável da doença foram 
selecionados de acordo com o uso ou não da HU, o primeiro fármaco aprovado pela FDA para 
o tratamento da doença. Os pacientes foram distribuídos de forma homogênea entre os 
diferentes grupos, com relação ao gênero e idade. 
O estudo foi dividido em duas partes, as quais consistiram da avaliação dos 
marcadores de HI (pHb, LDH, Hp e Hpx), de inflamação sistêmica e vascular (PCR, IL-6, 
TNFα e sVCAM-1) e de hipercoagulabilidade (Dímeros-D, fibrinogênio, vWF:Ag) em 
pacientes com AF com e sem uso de HU, e na investigação da relação entre esses marcadores. 
Adicionalmente, os resultados obtidos dos pacientes foram comparados aos de indivíduos do 
grupo controle. 
Os pacientes com AF possuem nível elevado de pHb, que é liberada durante a HI, com 
papel relevante na fisiopatologia dessa doença (148, 149). Embora a AF seja caracterizada por 
hemólise crônica, inflamação e hipercoagulabilidade (14, 99, 150, 151), a contribuição da 
pHb e de outros marcadores de HI (LDH, Hp, Hpx) na inflamação e na ativação da 
coagulação na AF ainda pode ser mais explorada.  
Neste estudo foi possível observar níveis séricos bastante reduzidos de Hp em 
pacientes com AF comparados aos dos controles (HbSS<HbSS-HU<HbAA) e níveis 
reduzidos de Hpx em pacientes com AF (HbSS<HbAA e HbSS-HU<HbAA) quando 
comparados aos dos controles, o que era esperado pelo grau de hemólise. Estes resultados 
estão de acordo com os reportados previamente por Muller-Eberhard's et al. (1968) que 
relataram os níveis baixos de Hp e Hpx em condições hemolíticas, inclusive em AF (152). Em 
nosso estudo, um grupo de pacientes em terapia com HU (HbSS-HU, n = 28) foi incluído, o 
qual apresentou maiores níveis de Hp quando comparados aos pacientes sem terapia com HU 
(HbSS-HU>HbSS), o que, provavelmente, pode ser explicado por menor grau de hemólise 
nesses pacientes, em virtude da característica anti-inflamatória e do potencial de ação do 
fármaco. 
Para os outros marcadores de HI avaliados, níveis elevados de pHb e de LDH foram 
observados em pacientes HbSS quando comparados àqueles encontrados em pacientes em 
terapia com hidroxiureia (HbSS>HbSS-HU), reforçando, nesse aspecto, o benefício do uso da 
HU em pacientes com AF. A redução dos níveis da pHb pode minimizar os efeitos tóxicos 




aumentam a suscetibilidade aos agentes oxidantes e a disfunção endotelial, especialmente, 
pelo consumo aumentado de NO (24, 25). Nossos resultados corroboram estudo prévio 
mostrando que os níveis de LDH estão correlacionados positivamente com os níveis de pHb 
(33), porém essa correlação não foi observada nos pacientes HbSS-HU, embora ambos os 
marcadores encontravam-se diminuídos nesse grupo quando comparados aos pacientes HbSS. 
Além disso, a Hpx, um sequestrador do heme livre resultante da pHb, foi negativamente 
correlacionado com LDH e positivamente correlacionado com Hp. 
Investigou-se aqui se os marcadores de inflamação sistêmica e vascular (PCR, IL-6, 
TNFα e sVCAM-1) poderiam ser influenciados pela terapia com HU, porém os níveis desses 
marcadores foram semelhantes entre os pacientes HbSS e HbSS-HU, diferentemente, dos 
descritos na literatura (76). Uma possível explicação para essa discrepância seria o tempo e a 
dose de HU administrada nesses pacientes, porém esses dados não foram avaliados. Por outro 
lado, como esperado, com exceção às dosagens de TNF-α, os demais (PCR, IL-6, sVCAM-1) 
encontraram-se significativamente aumentados nos pacientes com AF quando comparados aos 
controles. 
No que se refere à investigação das correlações dos marcadores de inflamação 
sistêmica e vascular, algumas foram encontradas entre os níveis séricos de Hp e de Hpx. Nos 
pacientes HbSS, os níveis de Hp foram correlacionados negativamente com os níveis de 
sVCAM-1, marcador de inflamação vascular, e os níveis de Hpx foram correlacionados, 
também negativamente, com os níveis de TNF-α, marcador de inflamação sistêmica. Esses 
resultados sugerem que níveis aumentados de Hp e Hpx podem estar relacionados com menor 
grau de ativação endotelial, reduzindo a adesão vascular e, consequentemente, o processo de 
vaso-oclusão na AF (137). Assim, os achados aqui encontrados, sugerem uma relação entre 
marcadores de HI e a ativação endotelial. Por outro lado, nos pacientes HbSS-HU, os níveis 
de Hp foram correlacionados positivamente com os níveis de PCR, o que pode ser justificado 
por se tratar de proteína de fase aguda, e os níveis de Hpx foram correlacionados 
negativamente com os de sVCAM-1. Esses dados podem suscitar reflexão sobre a 
possibilidade de administração de Hp e Hpx em pacientes com AF, com a finalidade de 
prevenir/reduzir desfechos clínicos adversos (36). Quanto aos marcadores de 
hipercoagulabilidade (dímeros-D, fibrinogênio, vWF:Ag), nossos dados indicam que os 
pacientes em terapia com HU apresentaram níveis diminuídos de dímeros-D, em acordo a 




redução da ativação da coagulação na AF. Contudo, não foi encontrada correlação 
significativa entre marcadores de HI e dímeros-D. Isso poderia se dever ao tamanho amostral 
Observou-se em estudos prévios que os níveis de dímeros-D foram associados à frequência de 
episódios de dores, sugerindo que a ativação da coagulação pode contribuir para a vaso-
oclusão na AF (99, 141).  
O fibrinogênio desempenha um papel importante na hemostasia como molécula 
precursora do coágulo de fibrina insolúvel. Além disso, o fibrinogênio participa de inúmeros 
outros processos biológicos, como inflamação, cicatrização de feridas e angiogênese. O 
fibrinogênio se liga às plaquetas e favorece a agregação plaquetária (153), também se liga às 
células endoteliais e às outras células vasculares (154). Eles foram significativamente 
menores nos pacientes HbSS em comparação aos controles (HbSS<HbAA). Além disso, 
nesses mesmos pacientes, observou-se uma correlação negativa da pHb com os níveis de 
fibrinogênio. Esses dados sugerem que a pHb pode ter relação com a ativação da coagulação e 
aumentar a proteólise do fibrinogênio, o que poderia explicar o consumo de fibrinogênio no 
estado de hipercoagulabilidade. 
A Hp e a Hpx são marcadores de hemólise intravascular (152), no entanto, até o 
momento, nenhuma consideração foi feita no que diz respeito aos seus papéis na ativação da 
coagulação nessa doença. Nossos resultados mostraram uma correlação positiva entre Hpx e 
os níveis de fibrinogênio, sugerindo uma influência dessa proteína no estado de 
hipercoagulabilidade na AF. Encontrou-se uma associação entre os níveis de PCR e de 
fibrinogênio tanto nos pacientes sem uso de HU quanto nos pacientes em terapia com HU. 
O presente estudo destacou relações inversas importantes entre dois marcadores de HI 
(Hp e Hpx) e de inflamação (sVCAM e TNF-α). As quais poderiam ser exploradas para 
melhor entendimento do papel dessas duas proteínas Hp e Hpx no processo vaso-oclusivo e 





6. CONCLUSÕES  
• Os níveis séricos da Hp estavam consumidos em pacientes com AF, 
especialmente, naqueles sem uso de HU; 
• As concentrações de Hpx estavam reduzidas nos pacientes, com e sem uso de HU;  
• Os níveis de LDH e pHb estavam elevados em pacientes HbSS quando 
comparados aos pacientes em uso de HU; 
• Os níveis dos marcadores de inflamação sistêmica e vascular (PCR, IL-6, TNF- 
e sVCAM-1) foram semelhantes nos pacientes com e sem uso de HU, porém 
quando comparados aos controles, com exceção ao TNF-, apresentaram níveis 
elevados; 
• Os níveis de dímeros-D estavam aumentados nos pacientes sem uso de HU;  
•  As concentrações de fibrinogênio estavam reduzidas nos pacientes sem uso de 
HU; 
• As concentrações do FvW:Ag estavam aumentadas nos pacientes com e sem uso 
de HU; 
• Nos pacientes sem terapia com HU, os níveis de Hp e Hpx foram correlacionados 
negativamente com os níveis de sVCAM-1 e TNF-α, respectivamente. 
Adicionalmente, os níveis de LDH e fibrinogênio e de pHb e fibrinogênio também 
apresentaram correlações negativas. No entanto, os níveis de Hpx foram 
correlacionados positivamente com os de fibrinogênio; 
• Na coorte de pacientes em uso de HU, os níveis de Hpx foram negativamente 
correlacionados com os níveis de FvW:Ag; 
• Nos pacientes com e sem uso de HU, correlações negativas foram encontradas 
entre os níveis de LDH, pHb e Hpx. 
  
O presente estudo buscou avaliar e comparar marcadores de HI, inflamação e 




contribuir para uma melhor compreensão das relações entre esses marcadores na AF e apoiam 
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8. ANEXOS  



















Pac. Dia da 
coleta 
Sexo AF Dose Duração Acompanhamento 
HU48 19/07/2017 M SS 1 g/dia 7 anos Paciente faz uso regular de HU. Relata algumas CVO 
(>3/ano) e osteonecrose em 2015 
HU49 20/07/2017 F SS 500 mg/dia 10 
meses 
Paciente faz uso regular de HU. Sem relato de CVO e 
internamento durante o tratamento 
HU50 25/07/2017 F SS 500 mg/dia 4 anos Paciente faz uso trimestral de HU. Sem relato de 
CVO e internamento durante o tratamento. OBS: 
úlcera aberta em 2016 
HU51 05/07/2017 M SS 1,5 g/dia 8 anos Paciente faz uso regular de HU. Relatou algumas 
CVO (>3/ano) e dois internamentos por ITR 
HU52 01/08/2017 F SS 1 g/dia 6 anos Paciente faz uso irregular de HU. Ficou de 2014-
2016 sem tomar. Não relata CVO e internamento. 
OBS: Teve AVC em 2013.  
HU53 02/08/2017 M SS 1 g/dia 9 anos Paciente faz uso regular de HU. Relata poucas CVO 
(<3/ano) e osteonecrose em 2009 e 2016. Algumas 
ITR 
HU54 09/08/2017 M SS 1 g/dia 7 anos Paciente faz uso regular de HU. Durante os 7 anos de 
tratamento, relatou apenas 3 CVO (todas com 
internamento) 
HU55 15/08/2017 F SS 1 g/dia 3 anos Paciente faz uso regular de HU. Sem relato de CVO e 
internamento durante o tratamento OBS: parou o 
tratamento durante a gestação em 2016, mas retornou 
em 2017) 
HU56 16/08/2017 M SS 1,5 g/dia 3 anos Paciente faz uso regular de HU. Sem relato de CVO e 
internamento durante o tratamento  
HU57 17/08/2017 M SS 1 g/dia 2 anos Paciente faz uso regular de HU. Durante o 





HU58 17/08/2017 M SS 500 mg/dia 1 ano Paciente faz uso regular de HU. Relata poucas CVO  
( <3/ano) 
HU59 22/08/2017 M SS 1 g/dia 7 anos Paciente faz uso regular de HU. Relata algumas CVO  
( >3/ano)  
HU60 22/08/2017 M SS 1 g/dia 2 anos Paciente faz uso regular de HU. Relata algumas CVO  
( >3/ano)  
HU61 22/08/2017 M SS     Não havia nenhum  relato sobre uso de HU no 
prontuário. Provavelmente o paciente estava usando 
por conta própria 
HU62 22/08/2017 M SS 1 g/dia 7 anos Apenas um relato de CVO em 2015 quando o 
paciente havia parado o tratamento por falta de 
medicamento. OBS: paciente com úlcera aberta 
HU63 23/08/2017 M SS 1 g/dia 10 anos Paciente faz uso regular de HU. Relata poucas CVO 
(<3/ano), 1 internamento por ITR e priapismo (2015) 
HU64 23/08/2017 F SS 1,5 g/dia 2 anos Paciente faz uso irregular de HU. Relata CVO 
frequente ( >3/ano) 
HU65 29/08/2017 M SS 1 g/dia 8 anos Paciente faz uso regular de HU. Relata apenas 1 
CVO (2017) 
HU66 29/08/2017 M SS 500 mg/dia 5 anos Relatou apenas 1 CVO (2014) e 1 ITR (2013) 
HU67 29/08/2017 M SS 1 g/dia 6 anos Iniciou HU em 2011. Em 2013 parou por 3 meses 
devido à plaquetopenia. Retornou e faz uso regular. 
Sem relato de CVO e internamento durante o 
tratamento. 
HU69 29/08/2017 M SS 500 mg/dia 11 anos Paciente faz uso irregular de HU. Relata CVO 
frequente ( >3/ano); 3 ITR (2008, 2009 e 2013) 
HU70 29/08/2017 F SS 1 g/dia 7 anos Paciente faz uso regular de HU. Relata poucas CVO 
(<3/ano); STA em 2010 
HU71 30/08/2017 M SS 1 g/dia 6 anos Paciente faz uso regular de HU. Relata poucas CVO 
(<3/ano); Priapismo em 2012 




Relata CVO frequente (>3/ano); 1 ITR em 2009 
HU73 30/08/2017 F SS 500 mg/dia 6 anos Paciente faz uso regular de HU. Relata poucas CVO 
(<3/ano); osteonecrose em 2012 
HU74 30/08/2017 F SS 500 mg/dia 8 anos Faz uso regular de HU. Relata CVO frequente 
(>3/ano); 3 ITR (2009. 2010 e 2013) e Sepse em 
2009 
HU75 30/08/2017 M SS 500 mg/dia 1 ano Paciente faz uso regular de HU. Relata poucas CVO 
(<3/ano) 
HU77 30/08/2017 M SS 500 mg/dia 7 anos Paciente faz uso regular de HU. Relata poucas CVO 
(<3/ano); osteonecrose em 2014 
 
 
  
